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A b s t r a c t  T y pho id fe v e r  c a u s e d by  Sa l m o n e l la  e n te r i c a s er o v a r  Ty phi (S typ hi) s t i l l r e m a i n s  a  p u b l ic  h e a l t h
c o n c e r n A  s i m p l e r a p id  a n d e a r ly  di a g n o s t i c  te s t  ha s  be e n  a  lo n g  f e l t  n e e d fo r  c l in i c ia n s A dh036 p r o t e in
d i s c o v e r e d f r o m  M a l a n g I ndonesi  h a s  a  c a n dida t e  v a c c i n e  po t e n t i a l Jb r  T y p ho id F e v e r T hi s  s t u dy  a i m s  t o w a r d s
id e n t i l ì c a t i o n  a n d c ha r a c t e r i z a t io n  o F 36 kd a  O u t e r  M e m h r a n e  P r o te i n  (O M P) Jt o m  M a k a s s a r So u th Su l a w e s i ,
I n do n e s ia  a s  a  ge n e r a l iz a t i o n  p r o te in  t e s t I so la t ed ba c te r ia  w e r e  c u l tu r e d i n  M a c c o n k e y  m e d i u m  a n d  B r a i n  H e a r t
ì o n  B r o th (B H IB ) a n d the n  ha r v e s te d by  u s i n g s a r c o sy l a n d so n i c a t io n  m e t ho ds T he n c r u de  p r o t e in  w a s
pu r i f ie d by  d ia l y s i s m e t ho d u s i n g fi a c t io n a l a m m o n iu m  s u l fa t e  p r e c ip i ta t io n  a n d t he  p r o t e in  c o n t e n t s  w e r e  a n a ly z e d
u s in g  so di u m  do d e c y l s u l i a l e  po ly a c r y l a m ide  ge l  e le c t r o p ho r e s  (SD S PA G E) f o r  ide n t i f ic a t io n  it s  m o l e c u l a r  w e ig hL
T he  r e s u l ts f r o m  l i v e  p u r i l i e d p r o te in s o n ly  t hr e e  {Ba c t io n s  s ho w  ba n d a t  36 kd  w e r e  0 20% 2 0 4 0% a n d  40 60%
K ey w o r ds  O1Bte r  M e m b r a n e  P r o te i n  ( Oí P) Sa lm o n e l la  em[ er i caser ovar  f phi  (S By p h i) Pu r il ic a 1i o n  S
PA G E
C i t e  T h i s  A r t i c l e  Cu t  M u thi a d in R o s d ia n a  N a t s i r R o s a n a  A gu s M u ha m m a d N a s r u m R e s sy  D w iy a n t i
M n hn m m a d Sa b i r Y a di  Y a s i r
,  
a n d M o c h i 1m m a r l H a m I de n t i f i c a t io n  a n d Cha r a c t e r iz a t i o n  o f  A n t ig e n i c  36 K da
O u t e r  M e m b r a n e  P r o t e in  (OM P) Of Bmo n e l 1 a  e n t e r ic a s e r o v a r  Ty phi (S Op At) fr o m  M a k a s s a r So u t h Su l a w e s i
I n do n e s i a Åme r i c a n J n a l  qf B i o m e d ic a t  Re s e a r c h v o l 3 n o l  (20 15) 9 12 Do i : 10 12 69 l /a jb r 3 l 3
Sa lm o l t e l ta  O M Ps  h a v e  b e e n  i n v e s t ig a t e d a s  p o t e n t ia l
v a c c in e  c a n dida t e s v i r u te n c e  f a c t o r s a n d d iag n o s t i c1 I n t r o d u c t io n  a n t ig e n  a n d t he  m o <e c u l a r  s t r u c t u r e  a n d c t i o n  o f  o M p s
a n d t he ir  r e s pe c t i v e  g e n e s  ha v e  be e n  s t u d ie d H o w e v e r
Ty pho i d f e v e r  r e m a in s  a n  im po r ta n t  p u bl ic  he a lth o n ly  a  s m a l l  n u m b e r  o f  O M p s  ha v e  so  fa r  be e n
p r io r i ty ,  p a r t i c u l a r ly  i n  de v e lo p in g  c o u n t r ie s w i th a n  c ha r a c t e r iz e d [5 ,  61
e s t i m a t e d 16 m i l l io n  n e w  c a s e s  a n n u a l ly  a n d 600 000 I n  o r de r  t o  c o n t r o l the  d i s e a s e  ty pho id f e v e r
,  
the r e  a r e
de a th  [ 1] I t  is  c a u s e d by  Sa /n 1o n e t l o  e n t e r i c a  s e r o v a r  c u r r e n t l y  t h r e e  v a c c in e s  t ha t  T y 2 1a V IC p S (V i  c a ps u la r
Typh+ (S  F p)i ì) w h ic h r e p l ic a t e s  w i t h i n  th e  c e l ls o :  po ly s a c ha r ide ) a n d I n a c t iv a t e d ty pho id v a c c in e  [7] 
r e t ic u to e n do the l ia l s y s t e m  [2 ] T he  e m e r g e n c e  o f  t l o w e v e r the  e f f i c a c y  o f  bo th t h c  v a c c i n e s  (T y 2 l  a  a n d
m u l t id r u g r e s i s t a n t  s t r a in s  o f  Sa tm o n e t ta  w i t h i n c r e a s e d v ICPS) w as  a ppr o x im a t e ly  6 5 70%  [8] I n a c t i v a t e d
v i r u l e n c e
,  
c o m m u n ic a b i l i ty  a n d s u r v i v a bi l iBy  le a d in g  to  t ypho id  v a c c in e  p r o v ide s  o n ly  m o d e r a t e  p r o t e c t io n  w i t h
in c r e a s e d m o r b id i ty  a n d m o r t a l i ty  ha s  fu r the r  c o m p l ic a t e d e ffe c t iv e n e s s  o f  5 1 67% T he r e f o r e f u r t he r  de v e lo p1n e n t
i ts  m a n a ge m e n t C u r r e n t ly  a v a i la b l e  v a c c in e s  fo r  typho id in  typho id fe v e r  v a c c i n e  i s  r e q u i r e d
f e v e r  ha v e  le s s t ha n de s i r e d e f f ic a c y  a n d c e r t a in  A  p r e v io u s  s t u d ie s u s i n g Sa tm o n e tta  Fp h i  i s o l a t e s  fr o m
u n a c c e p ta bl e  s ide  e f t e c ts ,  m a k in g  i l  pe r t in e n t  to  s e ar c h fo r  M a la n g  r e po r t e d t ha t  Sa tm o n e tta  F ph1 ha s  a d he s io n
n e w  i m m u n o ge n  s u i ta ble  fo r  v a c c i n e  Jb r m u la t io n  [3 ,  4 j p r o t e in  r e la t e d t o  O u t e r  M e m b r a n e  pmt ci n (O M p) w i th a
The  o u te r  m ( m br a n e  p r o te in s  (OM Ps) o f Sa tm o n e i ta  ha v e  m o le c u la r  w e ight  o f  a bo u t  36 kD a  a n d n a m e d A dh0 36
be e n  c o n s ide r e d po s s ib le  c a n d ida t e s fo r  c o n f e r r i n g T he  s t u dy  a l so  r e po r t e d th a t  o r a l i m m u n i1 a t io n  o f
p r o t e c t io n  aga in s t  ty pho id O v e r  the  pa s t  y e ar ,  s e v e r a l  A dh0 36 p r o t e in s  p r o v ide  m ( a n in g fu 1 p r o t e c t io n  by
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in h ib i t in g  the  a t t a c hm e n t  o f  Sa tm o n e tta  1phi  t o  the  c ha n ge s  bu f ï e r  o v e r  pe r io d o f  48 ho u r s p r o t e in  c o n t e n ti n t e st in e s  o f  m ic e  [9] Fu r the r m o r e  t  h 0 3 6  w a s fo u n d w a s de te r m i n e d by  L o w Fy  M e tho ds  [ 16] t o  b e  im m u n o ge n i c  a n d c apa ble  o r  st im u la t in g bo thhu m o Fa l m u c o s a l  a n d sy s t e m i c  im m u n i ty I n  thc  p ro te in  2 4 s o d i u m  D o d e c y 1 s u l f a t e  p o 1y a c r y l a m i d eA dh0 36 w as  a l s o  ab l e  t o  s t im u la t e  c e l l u l a r  im m u n e  G e 1 E l e c t r o p h o r e s  (SD S p A G E )r e s po n s e s  [10] Be c a u s e  o f  it s  a b i l ity  to  s t i m u la t e  t heiJn m u n e r e spo n s e  a n d p r o t e c t io n  a ga i n s t  ba c t e r ia l p o ly a c r y la m ide  g c l e le c t r o pho r e s i s u s i n g  10%
a dh e s io n A dh0 36 w a s  i n v e s t iga t e d a s  a  po t e n t i a l v a c c in e  a c ry lam ide  ge l s w a s  c a r r ie d o u t  u s i n g  t he  m e th o d o f
c a n d i da t e s  L a e m m l i ( 1970) [17] p r o te in s  w e r e  s t a i n e d w it h
A  ge n e r i c  v a c c i n e  c a n  be  u s e d w ide ly  fo r  v ar io u s  Co o m a s s ie b r i l ia n t  b l u e  (B io Ra d)is o la t e s  o f  Sa 1m o n e t la  W h i  f r o m  a l l o v e r  th e  w o r ld
,
Pa r t i c u la r ly  in  I n do n e s i a be c a u s e  t he  b a c t e r ia  e a s i ly  2 5 Se r o l o gy  A s s a y
s p r e a d th r o u gh c o n t a m in a t e d w a t e r  a n d fo o d
,  T he  S F ph i D r i D o t  a s s a y  c o n s i s ts  o r  a n  a gg lu t +n a t io na c c o m p a n i e d w i th  high hu m a n  m o bi l i ty T hu s  th e  n e e d c a r d c o n t a in in g  a  do t  o f  d r ie d a n t ig e n  a c t i v a t e d l a t e xt h e r  in v e s t iga t io n  o f  t h i s  p r o t e in  a s  a  ge n e r i c  v a c c i n e  p l a c e d o n  t he  s u r f a c e  i n  t he  c e n t e r  o f  t h e  c a r d T he  c a r d
c a n d ida te  i s r e q u i r e d T he  a im s  o f  t h i s  s t u dy  i s  t o  i de n t i fy  
w a s  p la c e d i n  a  s e a le d m o is t u r e  r e s i s t a n t  s a c h e t  fo rt h e  e x i s t e n c e  o f  36 kD a  O M P o f  S Feph i  pa r t i c u la r ly  k o m  o pt im a l p r o t e c t io n  o f  t he  r e a g e n t  d u r i n g t r a n sp o r t a t i o n  a n dM &k a x s a r  r e gi o n T h e s e  r e s u l t s  w i l l he lp id e n t i fy  a  highl y  s to r a g e T he  la t e x  ha s  a  b l u e  c o lo u r  a n d t he  a s s a y  w a s
e ff e c t i v e  v a c c in e  a ga i n s t  Sa l m o n e l la  Fp h i  in f e c t io n  t ha t  s i m p ly  p e r fo r m e d by  p la c i n g  a  I O p l d r o p  o f s e r u m  n e x t  t o
c a n  b e  u s e d w i de ly  in  I n do n e s i a The  b lu e  do t T he  s e r u m  a n d t he  l a t e x  w a s  t he n  m i x e d
u s i n g  a  p l a s t i c  s p a t u la  p r o v i d e d w i th t h e  c a r d A l l e r  t h e
* w JLA - 1 n l  a l i u  m c m u u a  
r o t a t i n g  t he  c a r d in  a  n e a r  ho r i z o n t a l  p o s i t io n  t o  l i t r t h e r
l a t e x  i s ho m o ge n o u s ly  dis pe r s e d th e  Hu id i s  s w i r le d by
m ix  t he  s e r u m  a n d th e  l a t e x A g g l u t in a t io n  i s  r e a d a b le
2 1 B a c t e r i a l  C u l t u r e  
w i t h i n  3o s e c o n ds  a n d i s  r e v e a l e d by  pa r t i c u la t io n  o f  t h e
5 m L  o f  b lo o d  w a s  t a k e n  a s e p t ic a l ly  a n d th e n  in s e r t e d la t e x  s u s pe n s io n  [ 18] 
i n t o  t he  B A CT EC t r a n s p o r t  m e d iu m  a n d in c u b a t e d a t
3 7 o c  fo r  24 4 8 ho u r s T he s e  c u l t u r e s  w e r e  t he n  i s o l a t e d
o n  s e l e c t iv e  s o l id i f 1e d  m e d i u m  (M a c c o n k e y ) i n c u b a t e d a t  3 R e s u l t s  a n d  D i sc u s s io n s
37 °  C f o r  18 24 ho u r s I dent i f i cat i on o f  S Phi l  w a s
c a r r ie d  o u t  by  i t s  c h a r a c t e r i s t i c  c o l o n y  g r o  \  \  t h T o  ' Jr th e r  3 1 I d e n t i f i c a t i o n  S F p M  a n d  E x t r a c t i o n
b io c he m i c a l  t e s t s  a n d m ic r o s c o p i s  t e s t  (G r a m s  Sta in i n g) O M P
w e r e  pe r fo r m e d  t o  c o n l i r m  th e  p r e s e n c e  o f  S T hy p i T he  e x i s t e n c e o f  c o l o n y  g mw n  o n  M a c c o n k e y[ l 1,  12] d i f f e r e n t i a l m e d iu m  f r o m  b lo o d s a m p le s  o r  p a t i e n t s
s u s pe c t e d o f  t y p ho id in f e c t io n  p r o v id e d in it i a l  e v id e n c e  o f
2 2 E x t r a c t i o n  o f  O u t e r  M e m b r a n e  P r o t e i n  t y pho id e x i s ta n c e T hi s  w a s  t h e n  e x a m i n e d w i t h  G r a m s
(O M P ) S t y p h i  St a i n in g  a n d i de n t i [ i e d  as  G r a m s n e g a t i v e  (F ig u r e  1)
Sa lm o n e BBa  O M P w e r e  in d i v i d u a l ly  e x tr a c t e d by
fo l l o w i n g  p r o t o c o l  de s c r ib e d by  S K im  e t  a l (2006) [ 13 ]
B r i e i l y 6 8 o s e  c u l t u r e  o f  S Fp h i w a s  a dd e d t o  B H I B 1 m l
o f  m e d iu m  a n d i n c u b a t e d a t  3 7 
°  C ib r  2 4  ho u r s
F u r t he r m o r e th e  c e l l c u l t u r e s  w e r e  c e n t r i fu ge d a t  15 000 g
f o r  20 m i n  a t  4 C T h e  p e ] ]e t s  t h e n  a dd e d w i t h I O m m o l 1
T r i s H C I (p H  8 ) a n d s o n i c a t e d o n  i c e  u s i n g a  s o n ic a to r
fo r  4 t i m e s  f o r  5 s  [ 14 1 F u r t he r m o r e  c e n t r i fu g e d a ga i n  a t
15 000 g  f o r  1 h a t  4 C Ret ur ned pe l le t s  w e r e  s e pa r a t e
d
a n d a dd e d w it h  1o m l o f  I O m m n l 1 1 T r is H C I (P1i  8)
a n d s a r c o sy l t o  r e a c h a  f i n a l c o n c e n t r a t io n  ü
f  1 5%  (v  /  v )
A f te r  a l l o w e d to  s t a n d a t  r o o m  t e m pe r a t u r e  fo r  20 m
i n
,  
t he
m e m b r a n e s  w e r e  c o l le c t e d by  c e n t r i fu ga l io n  a
t  15
,  
000 g
a ga ir 1 fu r  90 m i n  a l  4
° C
2 3 D i a 1i s i s  a n d P r o t e i n  E s t i m a t io n  F ig u r e  1 G ra m s  s ta i n in g s ho w n  b a c i
l l i Re d s  c o lo r I dent i f i ed a s
1 : 
G r a m n e ga ti v e  o f  s a tm o n e 1ta e rr t e r ic o s e r o p o r Tw h i (5 o p hi )
A m m o n i u m  s u l fa te  f r a c t io n a t io n  o f  the  m e
m br a n e  w a s
p e r fo r m e d (0 20% 20 40% ,  40 60% ,  60 80% ,  8
0 100% ) F u r t he r  b io c he m ic a l t e s t s T SI A ,  SIM C i tr a t e ,  M R V P
F i l t r a t e  w a s  c o l le ct e d a n d dia 1y z c d u s
in g s e lo fa n m e m b r a n  a n d c a r bo hy d r a t e  g l u c o s e l a c t o s e s u c r o
s e m a n n i t o l (s e e
[ 15] T he n  St i r r e r  a ga in s t  d is t i l l e d w a t e r  (H .  O ) w
i t h t h r e e  T a b l e  1) c o n í i r m e d t he  is o la t e s  w e r e  i n de e d S iyp h i
T a b l e  1 Bi o emi ca1 t es t  o f  s nün o rg l l u  en l  ¬ r l enwar  
T y p hi (s m ae
回国 U r e  IW i 二五二コニ
; 7
Scanned by CamScanner
A m e r jc a n J o u r n a l í B io m e t l ic a 1 Re s e a r c h \ \
3 2 E x t r a c t i o n  a n d P u r i f i c a t i o n  o M p ' s  S p r o te in  c o n c e n t r a tio n  w a s  fo u n d i n  .Ya c l io n s  2o 4o%1 in
w a te r
,  
lhe  m o r e  a m m o n i u m  s u l fa h is  a dde d T he  highe s t
W h i  the  a m o u n t o f  l 64 1 m g /  m 1 T he s ( da ta  s u gge s t e d thü l
OM Ps  w e r e  e x t r a c t e d by q ja n e n  m e t ho ds u s in g 
the  f r a c t io n  o f  20 40% i5 a  ty pe  o f  p r o te in  t ha t is  lo w
sa r o o sy \  a n d ha r v e s t e d by  s o n i c a t io n  a n d c e n t r i fu ga t io n
so lu bi l i ty  i n  w a te r H igh conccn[ ml i ons w e r e  s t i l l fb u n d i n
T he  e x t r a c t io n  p r o d u c t s  o f  O M p ' s  f r o m  S Fp] i  in  t hi s 
the  40 60%  tha t  is  eq u a l l u  0 9 65 m g  /  m l T hc  hig he s t
s tu dy  r e s u l t e d i n  a  pa l e  y ( 11o w  l iqu id c o n ta in i n g c r u de  
p r o te i n  c o n c e n t r a t io n  w a s  fo u n d j n  lh ( c r u de  e x t r a c t
O M P p r o t e i n s  a n d w a s  : i 1r t he r  a n a ly z e d by  s D s p A GE
(6 878 m g /  m l)
OM P p r o t e i n  r e s u l t in g  f r o m  t he  e x t r a c t io n  a fte r  so n ic a t io n  
3 3 I d e n t i f i c a t i o n  M o l e c u l a r  W e i g h t  B y
y i e l ds y e l lo w i sh l i qu i d So d i u m  D o d e c y 1 Su l f a t e  Po ly a c r y l a m id e  G e l
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